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In vari campioni di bucce di uve euro-americane e di vini degli stessi 
ibridi è stata osservata la presenza accanto alla malvina e alla peonina, di 
un pigmento fluorescente di ignota costituzione del quale abbiamo riferito 
in una nota precedente (18). Questo pigmento non è mai risultato presente 
nei campioni di uve o di vini di vinifera. 

Le ricerche, proseguite su altri campioni di ibridi (Labrusca, Seyve- 
Villard rosso, Baco, Clinton), hanno dato conferma che tale composto: 

— non è contenuto nelle bucce fresche di uve appena raccolte, 

— compare abbondantemente nelle bucce dopo 48 ore di essiccamento al¬ 
l'aria, 

— si trova in quantità variabile, ma sempre esigua, nel vino-mosto o nel 
vino giovane, 

— nel vino di un anno si trova invece in quantità rilevanti. 

E' stato poi osservato che la comparsa del « pigmento X » che accompa¬ 
gna le antocianine fluorescenti caratteristiche degli ibridi, è collegata a una 
diminuzione più o meno rilevante della malvina (3-5 malvidin-diglucoside). 

Le ricerche di cui diamo relazione in questa nota, sono state impostate 
con lo scopo di seguire la formazione di questo composto in modo da poter 
giungere alla sua identificazione chimica. 

Altri ricercatori hanno rilevato nei vini ibridi la formazione o la presenza 
di un composto non ben definito le cui caratteristiche risultano simili a 
quelle del nostro «pigmento X». 


Così Sudraud e Puisais (13) riscontrano, solamente in alcuni vini ibridi, 
la presenza di un pigmento incoloro con viva fluorescenza blu alla luce ul¬ 
travioletta che per la posizione occupata nei cromatogrammi, dovrebbe iden¬ 
tificarsi al « pigmento X ». 

Bergeret e Cuchet (1) sui cromatogrammi di vino Seyve-Villard rosso 
segnalano, vicino alla macchia fluorescente rosso mattone della malvina, 
una macchia con fluorescenza azzurra di un composto di natura sconosciuta. 

Ribéreau-Gayon (12) seguendo su uve di Seyve-Villard 18315 l'evoluzione 
degli antociani durante la maturazione, in una prova di supermaturazione in 
stufa a 37° C, mette in evidenza una degradazione degli antociani. 

Dorier e Verelle (6) in una recente nota dove viene proposto, per la dif¬ 
ferenziazione dei vini di ibridi da quelli di vinifera, un nuovo metodo basato 
sulla formazione — per ossidazione — di uno specifico composto stabile 
fluorescente, così concludono: « da queste nostre rapide ricerche, non è stato 
possibile formulare una ipotesi precisa sul meccanismo di formazione e 
sulla struttura del principio fluorescente. Tuttavia noi possiamo legittima- 
mente pensare che si tratti di un derivato diretto del diglucoside della mal- 
vidina. La presenza di due gruppi glucosio probabilmente può proteggere la 
molecola da una denaturazione completa che porta nel caso delle altre an- 
tocianine a composti di condensazione dei quali non si conosce l'esatta in¬ 
dividualità. Non è troppo azzardato per contro affermare che grazie alle 
proprietà da noi riscontrate, il derivato fluorescente del glucoside sia un 
individuo chimico preciso, suscettibile di essere definito con uno studio ap¬ 
propriato ». 

Scopo delle indagini, di cui viene qui di seguito riferito, è precisamente 
quello di stabilire la natura chimica del composto fluorescente che si forma 
nei vini ibridi per ossidazione, naturalmente spontanea o artificialmente pro¬ 
vocata, dei diglucosidi antocianici. 


Materiali e metodi 

Le ricerche sono state condotte su campioni di bucce separate dagli acini 
di uve appena raccolte; su campioni di bucce essiccate all'aria per tre-quattro 
giorni; su campioni di vino giovane e su campioni di vino di un anno ottenuti 
per microvinificazione senza alcuna aggiunta. 

Le varie prove sono state eseguite su uve (bucce) e vini di ibridi in con¬ 
fronto con uve (bucce) e vini di vinifera (Merlot) e con soluzioni di Mal¬ 
vina pura. 

I pigmenti vennero estratti con diverse modalità: con HC1 in soluzione 
acquosa all'1%, con alcool metilico puro e con alcool metilico contenente 
11% di HC1. 


La purificazione dei pigmenti estratti è stata ottenuta esclusivamente 
con il metodo cromatografico strisciando gli estratti grezzi su carta What- 
man 3MM, sviluppando con la fase organica dei solventi Bieber e BAW- 
super. per una durata di 72 ore ed eluendo con alcool metilico separatamente 
i singoli pigmenti. 

Per l'identificazione dei pigmenti è stata adottata la cromatografia mo¬ 
nodimensionale ascendente e discendente su carta Whatman 1 con i seguenti 
solventi: 

Bieber (n. butanolo-ac. cloridrico 2N, 1:1) 

BAW-super. (n. butanolo-ac. acetico - acqua, 4:1:5) 

Britton-Robinson (ac. fosforico g 2,92-ac. acetico g 2.40-ac. borico 
g. 2,48-acqua a 1000 cc, pH 1,81) 

Acido Acetico 15% 

H 2 0-HAc-HC 1 12N (acqua-ac. acetico-PICI 12N, 82:15:3) 

Forestal (acqua-ac. acetico-HC1 conc. 10:30:3) 

I cromatogrammi sono stati osservati alla luce del giorno e alla luce 
ultravioletta (254 mjji) dopo esposizione ai vapori cloridrici e ai vapori am¬ 
moniacali. 


PARTE SPERIMENTALE 


Come è stato precedentemente accennato la formazione del composto 
fluorescente X dipende dalla presenza di antocianine diglucosidiche fluore¬ 
scenti caratteristiche delle uve ibride euro-americane e cioè, principalmente, 
della malvina (3-5 malvidin-diglucoside) e della peonina 3-5 peonidin-diglu- 
coside). 

Si è voluto perciò innanzi tutto stabilire il comportamento all'ossidazione 
di queste due antocianine. 

Queste prove preliminari di ossidazione sono state eseguite con H 2 0 2 a 
diverse concentrazioni e a vari pH su malvina e peonina pure (*). 

In pochi minuti le due antocianine in soluzione acquosa vengono deco¬ 
lorate, ma soltanto dalla malvina si ottiene un composto incolore che pre¬ 
senta lo stesso comportamento cromatografico del nostro « pigmento X » 
ottenuto da uve (bucce) e vini ibridi; infatti: 


(*) La malvina cromatograficamente pura è stata fornita dalla Ditta Fluka 
(Svizzera). 

La peonina è stata ottenuta dalla purificazione cromatografica degli estratti di 
petali di Paeonia sinensis cvr. a fiore rosso scuro. 



— ha lo stesso Rf, 

— alla luce ultravioletta presenta la stessa fluorescenza blu brillante che con 
vapori di ammoniaca diventa verde brillante, 

— con FeCl 3 non da alcuna reazione cromatica. 

Eluito in provetta si separa in cristalli incolori dalla soluzione idroalco¬ 
lica, precipita con eccesso di etere etilico; conserva il carattere di digluco- 
side, libera glucosio per idrolisi acida. 

Sulla peonina l’H 2 0 2 provoca invece una degradazione con formazione di 
un composto instabile di difficile identificazione. 

Questi risultati preliminari ci hanno portato a concludere che nelle uve 
(bucce) e nei vini l'antocianina interessata nella formazione del « pigmento 
X» debba essere il 3-5 diglucoside della malvidina (Malvina). 

Si trattava ora di accertare la identicità del composto ottenuto artifi¬ 
cialmente per ossidazione della malvina con il « pigmento X » presente, in 
certe condizioni, nelle uve (bucce) e nei vini di ibridi. 

Le indagini, qui di seguito descritte, sono state eseguite su: 

— estratto di bucce fresche di Baco 

— » » » » » Seyve Villard rosso 

— » » » seccate all'aria di Baco 

— » » » » » )> Seyve Villard rosso 

— vino Baco 

— » Seyve Villard rosso 

— » Merlot (controllo) 

— soluzione idroalcolica di malvina pura (Fluka) 


1) Ossidazione in provetta secondo Dorier e Verelle (6) 

E’ stata eseguita con il seguente procedimento: 

Ad 1 cc. di vino o di estratto aggiungere: 

— 1 goccia di HC1 N. Agitare. 

— 1 cc di nitrito di sodio all'1%. Agitare e attendere 2 minuti. 

— 10 cc di alcool contenente 5% di ammoniaca. Agitare. 

— filtrare o lasciar depositare. 

— osservare alla luce ultravioletta. 

La presenza dei diglucosidi caratteristici degli ibridi viene rivelata alla 
luce U.V. da una viva fluorescenza giallo-verde brillante. La reazione è sensi¬ 
bilissima. Una ottima comparazione si ottiene osservando all'U.V. pochi cc 
di liquido posti sul fondo di una capsula di porcellana. 

Gli estratti così ottenuti sono stati poi usati per le ricerche del punto 2. 


2) Confronto cromatografico degli estratti e dei vini ossidati in provetta 
e non ossidati 

Su carta Whatman 1 sono stati sottoposti a cromatografia monodimen¬ 
sionale ascendente e discendente, con i solventi dianzi citati, gli estratti di 
bucce e i vini prima e dopo trattamento ossidante con nitrito sodico secondo 
il metodo riportato al punto 1. 

E' stata confermata l’identità di comportamento cromatografico del com¬ 
posto formatosi spontaneamente nelle bucce e nei vini e del composto otte¬ 
nuto nei vari estratti col trattamento ossidante. 

3) Ossidazione sui cromatogrammi per aspersione degli ossidanti (6) 

La soluzione di malvina, gli estratti di bucce e i vini contenenti i pig¬ 
menti caratteristici degli bridi sono stati sottoposti a cromatografia discen¬ 
dente monodimensionale su carta W 1 prolungando i tempi di sviluppo al 
fine di ottenere macchie ben distanziate. 

Con ognuno dei solventi dianzi citati sono stati sviluppati tre cromato- 
grammi dei quali: 

— il primo è stato lasciato senza alcun trattamento per controllo 

— il secondo è stato trattato per nebulizzazione con un reattivo costituito da: 


alcool 

nitrito di sodio al 2% 
HC1 soluz. N/l 


cc 25 
cc 20 
cc 5 


Dopo quattro minuti è stato esposto ai vapori ammoniacali e quindi os¬ 
servato immediatamente alla luce U.V. 

— il terzo è stato trattato abbondantemente con un reattivo costituito da: 


cc 35 
cc 10 
cc 5 


alcool 

ammoniaca 

acqua ossigenata 110 v 


Asciugato per quattro minuti fra due fogli di carta è stato osservato alla 
luce U.V. 

La macchia corrispondente alla malvina viene perfettamente decolorata 
da tutti e due i reattivi ossidanti e al suo posto compare una zona fluore¬ 
scente aU’U.V. di un verde più o meno brillante a seconda del solvente di 
sviluppo impiegato. 

I migliori risultati sono stati ottenuti, sia con rH 2 0 2 che con il NaNOo, 
sui cromatogrammi sviluppati con la fase superiore del BAW. 

4) Confronto cromatografico dei pigmenti isolati dai cromatogrammi dopo 
ossidazione 

Mediante separazione e purificazione cromatografica su carta Whatman 
3MM sono stati ottenuti diversi estratti, contenenti il diglucoside fluorescente, 
proveniente da: 


Fig. 1 - Cromatogrammi ottenuti con vari solventi su carta W 1 
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1 - Malvina, estratto purificato 

2 - pigmento X da Malvina con H 2 0 2 in prov. 

3 - » X * Malvina » NaN0 2 * 

4 - » X » Baco » * > 

5 - » X » Seyve V. » » » 
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6 - Pigmento X da Malvina con H 2 0 2 su carta 

7 - » X » Baco » » > 

8 - » X » Seyve V. » » » 

9-Baco bucce essiccate, estratto purificato 
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— malvina, preventivamente ossidata con H 2 0 2 in provetta 


per ossidazione preventiva 
con NaN0 2 in provetta 

per ossidazione con H 2 0 2 sul 
cromatogramma ed eluizione 
in corrispondenza della mac¬ 
chia della malvina 

per ossidazione naturale av¬ 
venuta durante Tessicamento 
delle bucce 

Le porzioni di carta impregnate del « pigmento X » sono state ritagliate 
e riestratte con alcool metilico. Questi eluati sono stati sottoposti a croma¬ 
tografia monodimensionale discendente e ascendente su carta W1 impie¬ 
gando per lo sviluppo i solventi di Bieber, di Britton-Robinson, il BAW su¬ 
periore e la miscela H 2 0 -HAc-HC 1 12N. Sugli stessi cromatogrammi sono stati 
posti per confronto la soluzione di malvina e gli estratti di bucce del Baco 
e del Seyve Villard rosso. 

I risultati, illustrati dagli schemi della figura 1, confermano la piena 
identità del « pigmento X » di varia provenienza come prodotto della ossi¬ 
dazione, sia naturalmente spontanea — come nei vini maturi di ibridi o nelle 
bucce seccate degli stessi ibridi — sia artificalmente provocata, del 3-5 di- 
glucoside della malvidina (Malvina). 


— malvina 

— estratto di bucce di Baco 

— » » » » Seyve Villard rosso 

— malvina 

— estratto di bucce di Baco 

— » » » » Seyve Villard rosso 

— estratto di bucce di Baco 

— » » » » Seyve Villard rosso 


Le ricerche descritte in precedenza portano a concludere che il composto 
fluorescente, che si forma: 

— naturalmente nelle bucce di uve ibride durante l'essiccamento all'aria, 

— naturalmente nella maturazione dei vini di uve ibride, 

— nelle soluzioni di malvina per ossidazione con H 2 0 2 oppure con NaNOo, 
sia in provetta che su carta, 

— negli estratti di bucce fresche di uve ibride per ossidazione sia con H 2 0 2 
che con NaNOo, 

— negli eluati contenenti malvina separata cromatograficamente dagli estrat¬ 
ti di bucce e di uve ibride e ossidata sul cromatogramma con H 2 0 2 op¬ 
pure con NaNOo, 

è, in ogni caso, un derivato della malvina. 

La malvina, per quanto ora si conosce (4) (7) (16) è l'unica antocianina 
capace di dare per ossidazione un composto molto stabile che conserva il 
carattere glucosidico. 


Karrer e collaboratori (9) (10), impiegando H 2 0 2 nella degradazione 
ossidativa della malvina, ottennero un composto intermedio isolabile dalla 
soluzione acquosa sotto forma di cristalli incolori. Il composto, da essi chia¬ 
mato malvone, conserva la struttura essenziale del pigmento di origine con 
raggiunta però di ossigeno. Con acidi o con alcali idrolizza liberando glucosio. 

Secondo Karrer (9) (10) al malvone, C 29 H 36 Oi 9 H 2 0, può essere attri¬ 
buita una delle due strutture qui sotto riportate, con apertura deiranello 
fra le posizioni 2 e 3. 

Il nostro « pigmento X » risultato cromatograficamente identico al pro¬ 
dotto stabile della ossidazione diretta della malvina dovrebbe essere pertanto 
identificato col malvone di Karrer. 




AWvina /Aafvone 


E’ noto che nei vegetali anche dopo inattivazione dei sistemi enzimatici, 
le antocianine possono venir distrutte per ossidazione (3) (14) (15) mediante 
l’H 2 0 2 che si forma per degradazione ossidativa deiracido ascorbico o di 
altri composti naturali (2) (11). 

L’ossidazione dell’acido ascorbico avviene in presenza di ossigeno mo¬ 
lecolare ed è accelerata da tracce di metalli e specialmente dal rame. Può 
venir catalizzata anche da un enzima specifico, l’ascorbasi (ossidasi dell’a¬ 
cido ascorbico), appartenente al gruppo delle polifenolasi che contengono 
rame nel gruppo postettico. 

Il primo passo nell’ossidazione dell’acido ascorbico comporta la forma¬ 
zione di H 2 0 2 . 



+ h 2 o 2 


L'autossidazione deiracido ascorbico procede, seppur lentamente, anche 
in condizioni completamente anaerobiche e anche dopo la totale inattiva¬ 
zione dell'ascorbasi. 

Data la complessità delle reazioni biochimiche che possono aver luogo 
nei succhi vegetali, fermentati o no e conservati più o meno a lungo, può 
essere semplicistico pensare che la malvina possa venir ossidata a malvone 
esclusivamente per azione deiracido ascorbico. Tuttavia non è del tutto fuori 
luogo presumere che anche nelle bucce e nei vini di uva ibrida una parte 
importante nel meccanismo di ossidazione della malvina a malvone (pig¬ 
mento X) possa essere attribuita all’azione deirH 2 0 2 che gradatamente si 
forma per degradazione deiracido ascorbico. 

Su questi presupposti si basano le nostre future indagini, tendenti, da 
una parte a identificare la natura chimica del « pigmento X » — provviso¬ 
riamente ritenuto, per evidenza cromatografica, identico al malvone di Kar- 
rer — e dall'altra a indagare sui fenomeni ossido-riduttivi che portano alla 
formazione naturale del « pigmento X » nelle uve ibride. 

RIASSUNTO 

Per degradazione ossidativa degli antociani presenti nelle uve e nei vini 
di ibridi si forma, soltanto dalla malvina, un definito composto stabile fluo¬ 
rescente identificato cromatograficamente col malvone di Karrer. 

Udine, ottobre 1966. 
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